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RESUMO 
 
A espécie Jungia sellowii Less. (Asteraceae) apresenta a perezona como 
um de seus metabólitos secundários e tal substância mostrou 
anteriormente atividade in vitro contra L. amazonensis. A forma cutânea 
da leishmaniose causa úlceras comumente em áreas expostas da pele. As 
terapias atualmente existentes para leishmaniose apresentam efeitos 
colaterais graves, alta toxicidade e complexidade de administração, 
havendo assim a necessidade do surgimento de novos tratamentos. A via 
tópica seria uma via de administração adequada para casos de doenças 
que acometem a pele, pois tem vantagens como a ação direta no sítio 
alvo e maior facilidade de aplicação. Considerando-se o exposto, o 
objetivo do trabalho foi isolar e identificar a perezona a partir de raízes 
de Jungia sellowii, incorporá-la em géis de uso tópico e avaliar sua 
atividade leishmanicida. Realizou-se o isolamento da perezona através 
de métodos cromatográficos e sua identificação através de RMN 
1
H e 
13
C. Posteriormente a perezona foi incorporada em diferentes 
concentrações em geis de Natrosol® de uso tópico. Um método em 
CLUE foi desenvolvido e validado para quantificação da perezona, 
usado para o estudo da estabilidade química da perezona em gel ao 
longo de sessenta dias. Foi avaliada a atividade leishmanicida (L. 
amazonensis) in vivo dos geis em camundongos Balb/c modelo de dorso. 
Iniciou-se a avaliação da atividade leishmanicida através de um estudo 
piloto, posteriormente realizou-se um estudo com um maior número de 
animais, mas devido à leitura ter sido positiva para todos os poços no 
método de diluição limitante para a quantificação da carga parasitária, 
impossibilitando a análise dos dados, um novo experimento foi 
planejado substituindo-se o método da diluição limitante pelo método de 
PCR, que é um método mais sensível. Devido à morte de alguns animais 
em tal experimento, provavelmente devido a estresse de manipulação, 
um novo experimento foi realizado. Ao final do tratamento, realizou-se a 
quantificação da carga parasitário pelo método de qPCR. Com os 
resultados obtidos observou-se que a perezona apresenta atividade 
leishmanicida, mas devido ao controle positivo não ter apresentado o 
resultado esperado novos testes estão sendo realizados a fim de obter 
resultados mais conclusivos. 
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ABSTRACT 
 
The species Jungia sellowii Less. (Asteraceae) presents perezone as one 
of its secondary metabolites and this substance previously showed in 
vitro activity against L. amazonensis. Leishmaniasis cutaneous form 
causes ulcers in exposed areas of the skin. Existing therapies for 
leishmaniasis presents serious side effects, high toxicity and complexity 
of administration, thus necessitating the emergence of new treatments. 
The topical treatment would be a suitable alternative of administration 
for diseases that affect the skin, as it has advantages such as direct action 
at the target site and greater ease of application. Considering the above 
the objective was to isolate and identify perezone from roots of Jungia 
sellowii, to incorporate it into topical gels and evaluate its leishmanicidal 
activity. Thus, the isolation of perezone was performed chromatographic 
methods and its identification by 
1
H and 
13
C NMR. Subsequently 
perezone was incorporated in different concentrations in natrosol topical 
gels. A UPLC method was developed and validated for perezone 
quantification. With the developed UPLC method the chemical stability 
of perezone was evaluated over sixty days. The in vivo leishmanicidal 
activity was evaluated in Balb/c mice. The leishmanicidal activity was 
first evaluated through a pilot study, later a study was carried out with a 
larger number of animals, but because the reading was positive for all 
wells in the limiting dilution method for quantification of parasite load, 
making it impossible to analyze the data, a new experiment was planned 
by replacing the limiting dilution method by PCR method, wich is a 
more sensitive method. Due to the death of some animals in such 
experiment, probably due to handling stress, a new experiment was 
planned. At the end of the treatment, the parasitic load was quantified by 
qPCR method. With the results obtained it was observed that perezone 
has leishmanicidal activity, but due to Glucatime (positive control) did 
not present the expected result, new tests are being performed in order to 
obtain more conclusive results. 
 
Keywords: Jungia sellowii; Perezone; Leishmanicide; Topical gel. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
Os recursos terapêuticos utilizados pelas primeiras civilizações 
que habitaram a terra baseavam-se nos recursos da natureza, como 
plantas, animais e minerais. Desde então, o uso de plantas com 
finalidade terapêutica tem sido importante até os dias atuais. Apesar 
disso, a busca por compostos ativos presentes nas plantas medicinais 
começou apenas no século dezenove e a partir de então as plantas têm 
sido fonte de fármacos (CRAGG; NEWMAN, 2013; CRAGG; 
GROTHAUS; NEWMAN, 2014; DUTRA et al., 2016). 
 O Brasil é considerado detentor da maior biodiversidade do 
mundo, compreendendo mais de 45000 espécies de plantas superiores, 
sendo assim, muitas classes de princípios ativos tem sido isoladas a 
partir de plantas medicinais brasileiras (DUTRA et al., 2016). 
 Dentre as famílias botânicas de interesse para investigação 
fitoquímica, a família Asteraceae é uma das mais importantes, pois é 
uma das maiores famílias e apresenta uma grande diversidade química. 
O gênero Jungia, pertencente à família Asteraceae, possui várias 
espécies distribuídas do México aos Andes e nas regiões Centro-oeste, 
Sudeste e Sul do Brasil. Jungia sellowii Less. é uma espécie bastante 
encontrada no sul do Brasil, sendo que existem poucos relatos 
científicos a seu respeito (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; 
MARCHANT, 2002; NADER et al., 2014). 
 Os vegetais produzem inúmeras substâncias que não estão 
relacionadas diretamente à manutenção da vida do organismo produtor. 
Tais substâncias garantem vantagens para a sua sobrevivência e 
perpetuação, como por exemplo, a defesa contra herbívoros e 
microrganismos ou a atração de polinizadores. Esse conjunto metabólico 
é definido como metabolismo secundário, os quais comumente 
apresentam atividades biológicas interessantes, sendo em muitos casos 
de interesse na área farmacêutica (VON POSER; MENTZ, 2007; 
CRAGG; NEWMAN, 2013; SCHUMAN, 2016). 
 A perezona, primeiramente chamada de ácido piptazóico, é uma 
benzoquinona sesquiterpênica de coloração alaranjada extraída pela 
primeira vez a partir das raízes de Perezia adnata, podendo ser 
30 
 
encontrada também nas raízes de Jungia sellowii (REMFRY, 1913; 
DOMÍNGUEZ et al., 1961). Tal substância foi anteriormente isolada 
por nosso grupo de pesquisa e foi enviada para testes in vitro na Fiocruz 
mostrando atividade contra Leishmania amazonensis, sendo IC50 = 5,83 
(±0,43) µM para promastigotas e IC50 > 1 µM para amastigotas e foi 
testada também no Laboratório de Protozoologia do MIP/CCB/UFSC 
apresentando IC50 = 6,28 (±0,14) µM contra L. amazonensis (LIMA, 
2016). 
 As doenças tropicais negligenciadas são causadas por agentes 
infecciosos e parasitários e, embora diversificadas do ponto de vista 
médico, constituem um grupo, uma vez que todas estão associadas à 
pobreza e todas sobrevivem melhor em ambientes tropicais, onde 
tendem a coexistir. Dentre as doenças tropicais negligenciadas estão as 
leishmanioses, que são antropozoonoses consideradas um grande 
problema de saúde pública e podem ser divididas em cutânea e visceral, 
sendo que a forma cutânea é a mais comum (BRASIL, 2007; OMS, 
2010; SOUZA, 2010; ALMEIDA; SANTOS, 2011). 
A leishmaniose cutânea tem causado significativa morbidade no 
Brasil e os tratamentos atualmente empregados (antimoniais 
pentavalentes, anfotericina B, paromomicina, pentamidina) apresentam 
efeitos colaterais graves, alta toxicidade e complexidade de 
administração, havendo assim a necessidade do surgimento de novos 
tratamentos. (BRASIL, 2007; GIL, 2007; SINGH, 2012; 
COMANDOLLI-WYREPKOWSKI et al., 2017). 
 A pele é um órgão que possui diversas funções, como servir de 
barreira física para o organismo e atuar na homeostase, além disso, pode 
servir como uma via de administração de fármacos. A via tópica é uma 
via de administração adequada para alguns casos, como doenças que 
acometem a pele, pois tem vantagens como a ação direta no sítio alvo, 
havendo assim uma menor necessidade da substância ativa, 
maximizando a concentração do fármaco no tecido alvo e não havendo 
toxicidade sistêmica, sendo que uma forma farmacêutica semissólida 
bastante adequada para uso tópico é o gel (ROKSCH et al., 2008; 
KULKARNI, 2010; BENSON; WATKINSON, 2012). 
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 Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo o 
isolamento e identificação da perezona a partir de raízes de Jungia 
sellowii, sua incorporação em gel de uso tópico a fim de avaliar 
atividade leishmanicida in vivo em camundongos. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1 PLANTAS MEDICINAIS 
 
 A utilização de espécies vegetais para o tratamento de doenças 
remonta ao início da civilização, desde que o homem começou a utilizar 
e modificar os recursos naturais para seu próprio benefício. Há 
evidências do uso de plantas como remédio desde 4000 a.C. A partir 
desse método empírico, foi possível acumular bastante conhecimento 
sobre o uso de plantas medicinais com fins de prevenção, tratamento e 
cura de doenças. A OMS estima que aproximadamente 65% da 
população mundial baseia-se principalmente em recursos terapêuticos 
derivados de plantas para seus cuidados primários de saúde (CRAGG; 
NEWMAN, 2013; CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2014; DUTRA 
et al., 2016). 
Além de seu uso na medicina popular, as plantas, com sua 
grande diversidade, vêm servindo de referencial e fonte inesgotável na 
busca de novos compostos e assim obtenção de novos fármacos. Dos 
medicamentos modernos estima-se que pelo menos 25% são derivados, 
direta ou indiretamente, de plantas medicinais (ROBINSON; ZHANG, 
2011; BAUER; BRÖNSTRUP, 2014). 
A biodiversidade do Brasil é a maior do planeta, 
compreendendo mais de 50.000 espécies de plantas superiores (20-22% 
do total existente no mundo). Devido a essa grande biodiversidade e 
também devido à grande tradição do uso de plantas medicinais pela 
população brasileira, há um grande interesse pelos estudos das 
propriedades medicinais das plantas, tanto por pesquisadores brasileiros 
como também pela indústria de medicamentos. Aproximadamente 30% 
dos medicamentos disponíveis no mundo são derivados direta ou 
indiretamente de produtos naturais (CRAGG; GROTHAUS; 
NEWMAN, 2014, DUTRA, 2016). 
O desenvolvimento de medicamentos a partir de plantas envolve 
vários campos de atuação. Nesse contexto, a farmacognosia é de grande 
importância como etapa inicial na coleta, identificação do material 
vegetal, extração, isolamento e caracterização de compostos. Depois 
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disso, realiza-se uma triagem biológica e de toxicidade dos compostos 
de interesse para então passar ao processo de produção, 
desenvolvimento tecnológico, e por fim passar por ensaios clínicos antes 
de ser registrado como medicamento (BALUNAS; KINGHORN, 2005; 
SKALICKA-WOZNIAK; WIDELSKI; GLOWNIAK, 2008; DUTRA et 
al., 2016). 
 
2.2 FAMÍLIA ASTERACEAE 
 
A família Asteraceae (anteriormente conhecida como família 
Compositae) é a maior família botânica do grupo das angiospermas e 
compreende cerca de 1.600 gêneros que reúnem mais de 23.000 espécies 
distribuídas em todo o planeta, com exceção da Antártida. Tal família é 
uma das mais importantes fontes de plantas de interesse terapêutico 
devido ao grande número de espécies vegetais que são usadas na 
medicina popular. Além dos usos medicinais, várias espécies são 
também utilizadas como produtos alimentícios, na produção cosmética 
ou como plantas ornamentais (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; 
GURIB-FAKIM, 2006; ROQUE; BAUTISTA, 2008; BESSADA; 
BARREIRA; OLIVEIRA, 2015). 
Os membros dessa família incluem espécies arbustivas, 
herbáceas, arbóreas, trepadeiras e ervas, sendo que a maioria das plantas 
é de pequeno porte. Sua morfologia é bastante complexa, o que à 
primeira vista dificulta a delimitação de seus representantes, mas tem 
como característica que todos os membros da família apresentam 
inflorescência em capítulo (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; 
ROQUE; BAUTISTA, 2008; EGEÃ, 2011). 
 
2.3 GÊNERO Jungia 
 
 Jungia é um gênero da família Asteraceae, subfamília 
Multisioideae, tribo Nassauvieae. Tem como forma de vida arbustos e 
subarbustos e compreende várias espécies. Esse gênero é encontrado do 
México aos Andes e nas regiões Centro-oeste, Sudeste e Sul do Brasil 
(MARCHANT, 2002; KATINAS et al., 2008; Jungia, 2016 a).  
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Na América do Sul, as folhas de Jungia paniculata são 
utilizadas popularmente como anti-inflamatório e antibiótico, sendo que 
utiliza-se infusão por via oral para tratar amigdalite, úlcera de estômago 
e nefrite e infusão por via tópica para tratar lesões, hemorroidas, vaginite 
e feridas. As folhas e caules de Jungia polita Griseb. são utilizados 
como depurativos do sangue e antiescleróticos (HAMMOND et al, 
1998; GOLENIOWSKI et al., 2006; DE-LA-CRUZ et al., 2007; 
REHECHO et al., 2011). 
Com relação a estudos farmacológicos, há pouca investigação. 
Existem relatos de efeitos anti-inflamatório e antioxidante de Jungia 
paniculata. Jungia sellowii demonstrou efeito anti-inflamatório 
importante no desenvolvimento de pleurisia induzida por carragenina 
(CASADO et al., 2010; NADER et al., 2014). 
 
2.3.1 Espécie Jungia sellowii Less. 
 
 A espécie Jungia sellowii, popularmente chamada de jasmim-
do-banhado, erva-de-bugre e erva-de-mula, é encontrada nas regiões 
Centro-oeste, Sudeste e Sul do Brasil. É um erva perene, de um a dois 
metros de altura, com caule ereto, simples, arredondado, mais ou menos 
densamente ferrugíneo-tomentuloso, folioso até a inflorescência, tem 
folhas alternas, pecioladas e lobadas e flores brancas (Figura 1) 
(MARCHANT et al., 2002; KATINAS et al., 2008; Jungia, 2016 b).  
Na medicina popular brasileira suas partes aéreas são utilizadas 
como anti-inflamatório e suas raízes são utilizadas mascadas frescas pela 
população local em Santa Catarina para distúrbios digestivos. Não há 
muitos relatos científicos a respeito de atividades farmacológicas da 
espécie e o único trabalho já publicado avaliou a atividade anti-
inflamatória das folhas da planta e avaliou-se extratos em modelo de 
pleurisia induzida pela carragenina quanto ao conteúdo de leucócitos e 
grau de exsudação (NADER 2014; NADER et al., 2014). 
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Figura 1 - Aspecto das raízes (A), caule e folhas (B) e flores (C) de Jungia 
sellowii Less. 
 
Fonte: Imagens A e B (fotos da autora); imagem C (Jungia sellowii - Jasmim-
do-banhado. Disponível em: <https://florasbs/asteraceae/jasmim-do-banhado>). 
 
2.4 METABOLISMO VEGETAL 
 
Metabolismo refere-se ao conjunto de reações químicas que 
ocorrem nas células dando origem a compostos químicos chamados 
metabólitos, sendo dividido em metabolismo primário e metabolismo 
secundário (GURIB-FAKIM, 2006; SANTOS, 2007). 
 As reações que satisfazem as exigências fundamentais das 
células (energia, poder redutor e biossíntese das substâncias essenciais à 
sua sobrevivência), quer num organismo vegetal, quer num animal, são 
definidas como integrantes do metabolismo primário. Os produtos do 
metabolismo primário são macromoléculas (lipídeos, glicídeos, 
37 
 
protídeos) (SANTOS, 2007; VON POSER; MENTZ, 2007; CHINOU, 
2008). 
Além do metabolismo primário, os vegetais, microrganismos e, 
em menor escala, animais, produzem inúmeras outras substâncias não 
relacionadas diretamente à manutenção da vida do organismo produtor. 
Tais substâncias garantem vantagens para a sobrevivência e para a 
perpetuação da espécie do organismo produtor, como por exemplo, a 
defesa contra herbívoros e microrganismos ou a atração de 
polinizadores. Esse conjunto metabólico é definido como metabolismo 
secundário, sendo que os metabólitos são micromoléculas (geralmente 
apresentam estrutura complexa e baixo peso molecular). Os metabólitos 
secundários, por serem fatores de interação entre organismos, 
comumente apresentam atividades biológicas interessantes, sendo em 
muitos casos de interesse na área farmacêutica (VON POSER; MENTZ, 
2007; CRAGG; NEWMAN, 2013; SCHUMAN, 2016). 
 
2.4.1 Metabólitos secundários 
 
Os metabólitos secundários podem ser classificados de acordo 
com a sua estrutura química, composição, via biossintética ou sua 
solubilidade em vários solventes. Podem ser simplificadamente 
classificados em três grupos: terpenoides (originados da via do 
mevalonato, compostos quase inteiramente de carbono e hidrogênio), 
fenólicos (originados de açúcares simples, contendo aneis benzênicos, 
hidrogênio e oxigênio), compostos contendo nitrogênio ou também 
contendo ácido sulfúrico (Figura 2) (SANTOS, 2007; CHINOU, 2008). 
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Figura 2 - Ciclo biossintético dos metabólitos secundários. 
 
Fonte: SANTOS, 2007. 
 
2.4.2 Quinonas 
 
As quinonas são compostos orgânicos coloridos e semivoláteis 
que podem ser consideradas produtos da oxidação de fenóis. 
Apresentam em sua estrutura dois grupos carbonílicos que formam um 
sistema conjugado com pelo menos duas ligações duplas C-C. São 
classificadas de acordo com o sistema aromático que contém o anel, 
podendo ser divididas em: benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas 
e fenantraquinonas (Quadro 1) (FALKENBERG, 2017; SOUSA, 2012). 
Plantas contendo quinonas têm sido usadas desde a antiguidade 
por suas atividades biológicas ou como corantes. As raízes de Rubia 
tinctorum L., contendo a substância alizarina, foram um dos primeiros 
materiais corantes utilizados pelo homem. O sene e a babosa são 
utilizados como laxantes e espécies como o “ipê” ou “ lapacho” têm 
ação citotóxica e antiparasitária (FALKENBERG, 2017; SOUZA, 
2012). 
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Quadro 1 - Classificação das quinonas quanto ao sistema cíclico. 
Grupo 
Sistema 
aromático 
Estruturas básicas 
Benzoquinonas Anel benzênico 
 
Naftoquinonas 
Anel 
naftalênico 
 
Antraquinonas 
Anel 
antracênico 
 
Fenantraquinonas 
Anel 
fenantrênico 
 
Fonte: adaptado de SOUSA, 2012. 
 
2.4.3 Sesquiterpenos 
 
Os terpenos representam o grupo mais antigo de produtos de 
pequenas moléculas sintetizadas por plantas e possivelmente o grupo 
mais difundido de produtos naturais. Podem ser definidos como um 
grupo de moléculas cuja estrutura está baseada no número de unidades 
de isopreno (metil-buta-1,3-dieno, que contém 5 átomos de carbono), 
podendo ser dividido em classes de acordo com a quantidade de 
unidades de isopreno. Dentre essas classes estão os sesquiterpenos, 
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formados por três unidades isopreno, podendo ser cíclicos ou 
ramificados (BERNTHSEN, 1891; CONNOLLY; HILL, 1991). 
 
2.4.4 Perezona 
 
A perezona (1) é uma benzoquinona sesquiterpênica, cristalina e 
de coloração alaranjada. Foi primeiramente chamada de ácido 
piptazóico, extraída pela primeira vez no México em 1852, por 
Leopoldo Río de La Loza, a partir das raízes de Perezia adnata, planta 
utilizada na medicina tradicional mexicana como laxativa e 
antiparasitária. Em 1935 Kögl e Boer determinaram sua estrutura 
(REMFRY, 1913; DOMÍNGUEZ et al., 1961; MARTÍNEZ, 1969; DE 
PAHN et al., 1988; MOLINA PORTELA et al., 1991). 
Estudos com relação a atividades farmacológicas da perezona 
mostram que ela tem efeito hipoglicemiante em ratos e coelhos 
(ALARCOM-AGUILAR et al.,1997); inibe a captação de cálcio pela 
mitocôndria no córtex adrenal (CUÉLLAR; CÁRABEZ; CHÁVEZ, 
1987; CARABEZ-T; SANDOVAL-Z, 1988); bloqueia o influxo de 
cálcio na célula uterina (PERUSQUIA et al., 1991); antagoniza a 
resposta à histamina em músculo liso estimulado (MÉNDEZ et al., 
1984); induz estresse oxidativo em células humanas tumorais (ABREU 
et al., 2015); apresenta atividade antiagregante plaquetária (PEÑA et al., 
2001);   tem atividade inseticida contra Leptinotarsa decemlineata e 
Myzus persicae (BURGUEÑO-TAPIA et al., 2008) e avaliando-se seu 
efeito citotóxico em células K562 demonstrou-se que os efeitos 
apoptóticos podem ser dependentes ou independentes da ativação de 
caspases (TORRES et al., 2010). 
Essa substância foi anteriormente isolada com bom rendimento 
por nosso grupo de pesquisa a partir de raízes de Jungia sellowii e foi 
enviada para testes in vitro na Fiocruz mostrando atividade contra L. 
amazonensis, sendo IC50 = 5,83 (±0,43) µM para promastigotas e IC50 
> 1 µM para amastigotas e foi testada também no Laboratório de 
Protozoologia do MIP/CCB/UFSC, sob responsabilidade do Professor 
Mario Steindel, apresentando IC50 = 6,28 (±0,14) µM contra L. 
amazonensis (LIMA, 2016). 
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2.5 DOENÇAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS 
 
 As doenças tropicais negligenciadas são um grupo diverso de 
doenças causadas por agentes infecciosos e parasitários (vírus, bactérias, 
protozoários e helmintos) que prevalecem em condições tropicais e 
subtropicais. Atingem 149 países, localizados nos continentes África, 
Ásia e Américas, afetando mais de um bilhão de pessoas custando 
bilhões de dólares por ano às economias em desenvolvimento (SOUZA, 
2010; WHO, 2016 a). 
 O termo “negligenciada” foi empregado pelo fato dessas 
doenças não despertarem o interesse das grandes indústrias 
farmacêuticas, pois os pacientes, por terem baixo poder aquisitivo, não 
seriam potenciais compradores, e também há pouco financiamento pelas 
agências de fomento (SOUZA, 2010; DNDi América Latina, 2016). 
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Quadro 2 - Doenças tropicais negligenciadas. 
Patógeno Doenças 
Protozoários 
Doença de Chagas 
 
Tripanossomíase humana africana (“Doença do 
sono”) 
 
Leishmaniose 
Bactérias 
Úlcera de Buruli 
 
Lepra (Hanseníase) 
 
Tracoma (Conjuntivite granulomatosa) 
Bouba 
Helmintos 
Cisticercose/ Teníase 
 
Dracunculíase (Doença do “verme-da guiné”) 
 
Equinococose 
 
Trematodíases transmitidas por alimentos 
 
Filariose linfática (Elefantíase) 
 
Oncocercose (“cegueira dos rios”) 
 
Esquistossomose 
 
Helmintíases transmitidas pelo solo 
Vírus 
Dengue 
 
Chicungunha 
 
Raiva 
Fonte: adaptado de WHO (2016). 
 
43 
 
2.5.1 Leishmanioses 
 
As leishmanioses são doenças que acometem o homem desde os 
tempos remotos, atingindo atualmente todos os estados brasileiros, 
principalmente as regiões Norte e Nordeste. Negligenciadas por 
pesquisadores e agências de financiamento, as leishmanioses são 
endêmicas em 88 países do mundo e de acordo com a Organização 
Mundial da Saúde 310 milhões de pessoas estão expostas ao risco 
(BRASIL, 2007; FEASEY, 2010; WHO, 2016 b). 
É uma infecção zoonótica, de evolução crônica, que atinge 
animais domésticos e silvestres e tem como hospedeiro secundário o 
homem. É causada por protozoários intracelulares obrigatórios do 
gênero Leishmania (família Trypanosomatidae), incluindo cerca de 20 
espécies que podem causar um espectro de doenças que varia desde 
úlceras cutâneas a doença visceral fatal. Sendo assim, pode ser dividida 
em cutânea (tegumentar) ou visceral (FEASEY, 2010; FOGANHOLI, 
2011). 
A transmissão se dá através da picada de mosquitos 
flebotomíneos, popularmente chamado de “mosquito-palha”. Nas 
Américas o principal gênero é o Lutzomyia, e as espécies variam 
dependendo da localização geográfica. Sua propagação se dá 
principalmente pelo movimento de populações não imunes à transmissão 
(BASANO; CAMARGO, 2004; GENARO; REIS, 2005). 
Existem dois ciclos, um no vetor (flebotomíneo) e outro no 
hospedeiro vertebrado (Figura 3). O mosquito fêmea suga, junto com o 
sangue, macrófagos parasitados por formas amastigotas de um animal 
infectado. No intestino do mosquito os macrófagos se rompem liberando 
as amastigotas, que sofrem uma divisão binária e se transformam em 
promastigotas. Essas formas promastigotas se multiplicam e migram 
para a proboscíde do inseto após aproximadamente 4 a 5 dias e serão 
então inoculados na pele do hospedeiro vertebrado junto com a saliva no 
momento da picada. No hospedeiro vertebrado as formas promastigotas 
são fagocitadas pelos macrófagos, onde ficam mantidas no vacúolo 
intracelular. Dentro do fagolisossoma há a transformação dos parasitas 
em amastigotas, que se multiplicam como ovóides, os quais são 
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adaptadas para o ambiente hostil dentro das células. As amastigotas se 
multiplicam, então há o rompimento da célula e a liberação de parasitas 
para infectar as células hospedeiras recém-recrutadas (BASANO; 
CAMARGO, 2004; GENARO; REIS, 2005). 
 
 
Figura 3 - Ciclo biológico da leishmaniose. 
 
Fonte: Adaptado de http://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html 
 
2.5.2 Leishmaniose cutânea 
 
 A leishmaniose cutânea, que é a mais comum, ocorre 
predominantemente no Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, Irã, 
Paquistão, Peru, Arábia Saudita e Síria (WHO, 2016). 
 O espectro clínico da leishmaniose cutânea inclui leishmaniose 
mucocutânea, leishmaniose cutânea, leishmaniose cutânea disseminada e 
leishmaniose cutânea difusa. As manifestações clínicas da doença são 
determinadas pelas características do hospedeiro, pelo tipo de leishmania 
envolvida e pela resposta imunológica do indivíduo infectado 
(BASANO; CAMARGO, 2004; ALMEIDA; SANTOS, 2011). 
Tal doença gera uma úlcera comumente em áreas expostas da 
pele, com formato arredondado ou ovalado medindo de alguns 
milímetros até alguns centímetros; apresenta uma base eritematosa, 
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infiltrada e de consistência firme, bordas bem-delimitadas e granulações 
grosseiras, coberto ou não com exsudato seropurulento. O envolvimento 
da mucosa nasal, palato, faringe, laringe e cordas vocais pode ocorrer 
em 5% dos pacientes. No Brasil pode ser causada por diferentes espécies 
como Leishmania brasiliensis, L. guayanensis, L. amazonensis, L. 
lainsoni, L. naiffi, L. lindenberg e L. shawi (BRASIL, 2007; ALMEIDA; 
SANTOS, 2011; FOGANHOLI, 2011). 
 O diagnóstico laboratorial da doença pode ser realizado  através 
de exames parasitológicos, imunológicos ou moleculares. O exame 
parasitológico é realizado pela demonstração direta do parasita, que 
pode ser realizada por diferentes técnicas. A mais simples é a pesquisa 
direta de formas amastigotas em material obtido por escarificação, 
aspiração ou biópsia da borda da lesão, corada pelo Giemsa ou 
Leishman. O isolamento em cultivo in vitro é um método de 
confirmação do agente etiológico e identificação da espécie de 
Leishmania envolvida. Outra forma é a inoculação em animais de 
laboratório (GONTIJO; CARVALHO, 2003; BRASIL, 2007; 
ALMEIDA; SANTOS, 2011). 
 O diagnóstico imunológico pode ser realizado através da 
Intradermorreação de Montenegro (IDRM), que consiste na análise da 
resposta de hipersensibilidade celular retardada que pode permanecer 
positiva após a cura clínica da doença. Outra forma de diagnóstico 
imunológico são testes sorológicos, que detectam anticorpos anti-
Leishmania circulantes no soro dos pacientes e podem ser realizados por 
reação de imunofluorescência indireta (RIFI) (GONTIJO; CARVALHO, 
2003; ALMEIDA; SANTOS, 2011). 
 Enquanto o diagnóstico molecular, realizados pela técnica da 
reação em cadeia da polimerase (PCR), permite amplificar em escala 
exponencial sequências de DNA, sendo capaz de detectar quantidades 
tão pequenas quanto 1 fentograma (10
-15
 g) do DNA de uma leishmania 
(GONTIJO; CARVALHO, 2003; ALMEIDA; SANTOS, 2011). 
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2.5.3 Tratamento da leishmaniose cutânea 
 
 A leishmaniose cutânea tem causado significativa morbidade no 
Brasil, principalmente em áreas rurais, onde o acesso a cuidados de 
saúde é mais precário (BRASIL, 2007). 
 Os antimoniais pentavalentes são usados no tratamento da 
leishmaniose há mais de cinco décadas e até hoje são os medicamentos 
de primeira escolha quando não há resistência relatada. Apesar do seu 
longo tempo de uso, o seu mecanismo de ação ainda é pouco 
compreendido. O mecanismo de oxirredução é uma das hipóteses 
consideradas, sendo proposta a redução dos complexos Sb (V) para 
compostos mais tóxicos de Sb (III). Outro mecanismo proposto é a 
capacidade do Sb (V) de formar complexos com nucleotídeos inibindo 
assim a topoisomerase do parasita. Apesar de serem os fármacos de 
primeira escolha, os antimoniais apresentam vários inconvenientes, 
como eficácia limitada, significante toxicidade, muitos efeitos adversos 
(dores articulares, dores musculares, náuseas, vômitos, anorexia, entre 
outros) e apresentam regimes de tratamento prolongados (RATH et al, 
2003; GIL, 2007; ALMEIDA; SANTOS, 2011; SINGH, 2012). 
Em casos de resistência aos antimoniais, o fármaco de escolha é 
a anfotericina B. O seu mecanismo de ação se dá devido à alta afinidade 
que a anfotericina B tem pelo ergosterol, que é o principal esterol da 
membrana celular da Leishmania. Apesar da sua alta eficiência, a 
anfotericina B também é tóxica, apresenta efeitos colaterais e requer 
administração parenteral (GIL, 2007; SINGH, 2012). 
 A paromomicina, também chamada aminosidina, é outro 
medicamento que pode ser utilizado no tratamento da leishmaniose 
cutânea. É um antibiótico aminoglicosídico e seu mecanismo de ação 
ainda é incerto. Tal medicamento apresenta nefrotoxicidade e 
ototoxicidade, o que limita o seu emprego no caso de comprometimento 
das funções renais (GIL, 2007; SINGH, 2012). 
 O isetionato de pentamidina, uma diamina aromática, é um 
fármaco de segunda escolha para a leishmaniose cutânea. O seu exato 
mecanismo de ação é desconhecido, mas há relato de que o fármaco 
penetra na promastigota de Leishmania donovani através dos 
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transportadores de arginina e poliamina. Esse medicamento apresenta 
efeitos adversos significantes e requer administração parenteral (GIL, 
2007; SINGH, 2012). 
 Os tratamentos atualmente existentes para leishmaniose cutânea 
apresentam efeitos colaterais graves, alta toxicidade e complexidade de 
serviços para a sua administração (via parentereal), o que são fatores 
limitantes para o tratamento adequado dos pacientes. Assim, existe a 
necessidade do surgimento de novos tratamentos com menos efeitos 
colaterais e maior facilidade de aplicação, sendo que a pesquisa de 
produtos naturais pode ser uma alternativa para a busca desses novos 
fármacos (GIL et al., 2007; SINGH, 2012; COMANDOLLI-
WYREPKOWSKI et al., 2017). 
 
2.6 ADMINISTRAÇÃO DE FÁRMACOS POR VIA TÓPICA 
 
 A pele é o maior órgão do corpo humano compreendendo 10 a 
15% do peso corporal, tal órgão tem como principal função servir de 
barreira às condições externas (radiação ultravioleta, microrganismos, 
alérgenos, agentes químicos) defendendo o organismo. Tem função 
importante também na homeostase, regulando a temperatura corporal, a 
pressão sanguínea e a perda de alguns nutrientes. Outra função é a 
percepção de sensações de toque, dor, calor e frio através da rede 
nervosa cutânea (LEONARDI; MATHEUS, 2004; PROKSCH et al., 
2008; BENSON; WATKINSON, 2012). 
 Tal órgão permite a administração de fármacos. Uma grande 
vantagem da via tópica é a ação direta no sítio alvo, podendo assim usar 
uma menor quantidade da substância ativa, maximizando a concentração 
do fármaco no tecido alvo e assim reduzindo a toxicidade sistêmica 
(PROKSCH et al., 2008; BENSON; WATKINSON, 2012). 
 Em alguns casos, como em doenças que acometem a pele, a via 
tópica seria bastante adequada, pois há vantagens como melhorar a 
adesão do doente a terapêutica, permitir a auto-administração, fácil 
aplicação e maior eficácia com menos dosagem. Seria uma boa 
alternativa para casos simples de leishmaniose cutânea, os quais não 
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requeiram um tratamento sistêmico (GONZALEZ, 2009; KULKARNI, 
2010). 
 As formulações tópicas se deparam com inúmeras barreiras. A 
pele consiste de extrato córneo, epiderme e derme. Mas no caso da 
leishmaniose cutânea há uma importante consideração a se fazer, a 
formulação é aplicada em lesões abertas que perderam a propriedade de 
barreira do extrato córneo e pode ocorrer espessamento epitelial, os 
quais podem alterar a absorção do fármaco (WATKINSON, 2012; 
WIECHERS et al., 2012).  
Uma forma farmacêutica semissólida bastante adequada para 
uso tópico é o gel, que é uma preparação obtida pela dispersão de 
polímeros gelificantes – incrementadores de viscosidade – em meio 
aquoso. Normalmente são formados por água, álcool ou mistura hidro-
alcoólica e um agente gelificante à base de derivados de celulose 
(Natrosol®), polímeros polissacáridos ou polímeros acrílicos 
(Carbopol®) e os princípios ativos são suspendidos em um veículo. Os 
polímeros utilizados podem apresentar natureza iônica ou não iônica, os 
de natureza não iônica possuem estabilidade em ampla faixa de pH, 
enquanto os de caráter aniônico geralmente são pH dependentes, ou seja, 
apresentam estabilidade em pH neutro e podem ser incompatíveis com 
princípios ativos ácidos. Os géis formam uma película após a 
evaporação da água, o que mantém os ativos sobre a pele (CORREA, 
2005; VILLANOVA et al., 2010; BENSON; WATKINSON, 2012; 
FARMACOPEIA..., 2010). 
 Considerando-se o exposto, o presente trabalho teve como 
objetivo o isolamento e identificação da perezona a partir de raízes de 
Jungia sellowii, sua incorporação em gel de natrosol de uso tópico a fim 
de avaliar atividade leishmanicida in vivo em camundongos. 
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3 OBJETIVOS 
 
3.1 OBJETIVO GERAL 
  
 Isolar e identificar perezona a partir de raízes de Jungia sellowii 
e incorporá-la em um gel de uso tópico a fim de avaliar atividade 
leishmanicida in vivo em camundongos. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Isolar e caracterizar perezona a partir do extrato hexânico obtido 
das raízes de Jungia sellowii (Asteraceae); 
 
 Incorporar perezona em gel de uso tópico;  
 
Desenvolver e validar método analítico por CLUE para 
quantificação da perezona em gel; 
 
Quantificar perezona em gel ao longo de 60 dias a fim de 
avaliar a estabilidade química da perezona em gel; 
 
 Avaliar in vivo a atividade leishmanicida do gel de perezona em 
camundongos Balb/c experimentalmente infectados com L. 
amazonensis. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
  
 A parte fitoquímica foi realizada no Laboratório de Pesquisa em 
Produtos Naturais do CIF/CCS/UFSC. Os espectros de RMN foram 
obtidos através da parceria com o professor Andersson Barison, da 
Universidade Federal do Paraná (Setor de Ciências Exatas, 
Departamento de Química). 
 O desenvolvimento e validação do método analítico para 
quantificação da perezona em gel foram realizados no Laboratório 
Central de Cromatografia do CIF/CCS/UFSC. 
 Os géis foram preparados no Laboratório de Farmacotécnica do 
CIF/CCS/UFSC, com a supervisão da Professora Angela Machado de 
Campos. 
 Os ensaios in vivo, no modelo de leishmaniose cutânea em 
animais foram realizados no Laboratório de Protozoologia do 
MIP/CCB/UFSC, com a supervisão do Professor Mário Steindel. 
 
4.1 MATERIAL VEGETAL 
  
O material botânico (raízes de Jungia sellowii) foi coletado na 
fazenda Santa Alice (26°27’32,28” S 49°32’59,27” O), no município de 
Rio Negrinho (Santa Catarina, Brasil) (Figura 4). 
 A identificação botânica foi feita pelo biólogo Dr. Ademir Reis. 
Há uma amostra da planta herborizada depositada no Herbário Dimitri 
Sucre Benjamin no Jardim Botânico do Rio de Janeiro (JBRJ) sob 
registro “RB 537.991”. 
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Fonte: Imagens A e B (Google Earth
TM
); imagem C (a autora). 
 
4.2 ISOLAMENTO DA PEREZONA 
 
4.2.1 Preparo do extrato 
 
 O material vegetal foi lavado com água corrente para remoção 
de resquícios de terra e foi então seco em estufa a 45 °C por 
aproximadamente 96 horas. Depois de secas, as raízes foram moídas em 
moinho de facas e pesadas. 
 O extrato foi obtido por maceração à temperatura ambiente, 
utilizando como líquido extrator hexano num período total de 30 dias. A 
renovação do solvente se deu duas vezes, uma a cada dez dias. Em cada 
uma das renovações o extrato foi filtrado por papel filtro e o solvente foi 
removido sob pressão reduzida em evaporador rotatório, sendo que o 
solvente foi recuperado e empregado na re-extração do material vegetal. 
 
Figura 4 - Local de coleta das raízes de Jungia sellowii. 
A 
B 
C 
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4.2.2 Fracionamento cromatográfico 
 
4.2.2.1 Fracionamento cromatográfico preliminar 
 
 Após avaliação do perfil do extrato hexânico por cromatografia 
em camada delgada (CCD) realizou-se um fracionamento preliminar por 
cromatografia líquida a vácuo (CLV). 
 Utilizou-se como fase estacionária (FE) sílica gel 60 (230-400 
mesh; 0,04-0,063 mm). O eluente utilizado como fase móvel (FM), em 
sistema gradiente, foi composto por solventes de grau P.A. em ordem de 
polaridade crescente. Empregou-se primeiramente hexano e depois 
concentrações crescentes de acetona em hexano e por fim apenas 
acetona. 
 Para acompanhar e monitorar a separação das substâncias nas 
frações obtidas empregou-se análise por CCD, em que foram utilizadas 
cromatofolhas de sílica gel 60 com indicador de fluorescência (F254) em 
suporte de alumínio (SiliCycle®) e como FM hexano e acetona. 
 O perfil cromatográfico das frações foi estabelecido após 
análise sob luz visível, luz ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda 
de 254 (extinção) e 366 nm (fluorescência) e posterior revelação com 
anisaldeído sulfúrico. 
 O fracionamento cromatográfico preliminar por CLV permitiu a 
obtenção de 12 frações, denominadas JD19.1 a JD19.12. 
 De acordo com o perfil cromatográfico a fração JD19.2 foi 
selecionada para recristalização (ver item 4.2.2.3) e as frações JD19.3 e 
JD19.4 foram reunidas para realização de uma nova cromatografia em 
coluna. 
 
4.2.2.2 Coluna cromatográfica da junção das frações JD19.3 e JD19.4 
 
 Realizou-se coluna cromatográfica (CC) clássica, usando como 
FE sílica gel 60 (230-400 mesh; 0,04-0,063 mm) e como FM um 
gradiente utilizando concentrações crescentes de acetona em hexano e 
por fim apenas acetona. 
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 As subfrações obtidas foram agrupadas de acordo com o perfil 
em CCD pela comparação das manchas, resultando em 7 frações 
(JD25.1 a JD25.7). 
 A fração JD25.3 foi selecionada para recristalização (ver item 
4.2.2.3). 
 
4.2.2.3 Recristalização das frações JD19.2 e JD25.3 
 
 Para purificar as frações selecionadas realizaram-se 
recristalizações. Para cada fração os cristais foram solubilizados com n-
hexano e diclorometano (1:1) suficiente para fazer uma solução saturada 
num recipiente A, colocado dentro de um recipiente B (Figura 6), no 
qual foi colocado hexano quase na mesma quantidade de solvente usada 
para fazer a solução. O frasco B foi então vedado e colocado dentro do 
refrigerador então a recristalização ocorreu lentamente. Com o passar do 
tempo o diclorometano no frasco A passa para o frasco B para equalizar 
a concentração dos solventes, reduzindo o nível do solvente no frasco A 
e assim precipitando lentamente o material que tem tendência a 
cristalizar. Posteriormente o precipitado foi filtrado em um funil de vidro 
sinterizado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: A autora. 
 
4.3 IDENTIFICAÇÃO ESTRUTURAL 
 
 As amostras que apresentaram apenas uma mancha em CCD e 
comparadas a um padrão de perezona (isolada anteriormente por nosso 
B 
A 
nível inicial do solvente 
nível final do solvente 
Figura 5 - Esquema do método de recristalização. 
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grupo de pesquisa) apresentaram o mesmo Rf (fator de retenção) foram 
submetidas a análises de Ressonância Magnética Nuclear (RMN). 
 Os dados de RMN foram adquiridos em CDCl3 em equipamento 
Bruker® modelo Avance 400 (400 MHz para 
1
H e 100 MHz para 
13
C). 
Os dados adquiridos (FID) foram processados em software ACD lab 
(SpecManager®). Os deslocamentos químicos (δ) são dados em partes 
por milhão (ppm) utilizando-se TMS como referência interna em 0,00 
ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hz. As multiplicidades das 
absorções foram indicadas segundo a convenção: singleto (s), sl 
(singleto largo), dubleto (d), duplo dubleto (dd), duplo tripleto (dt). 
 Os resultados obtidos foram comparados com dados disponíveis 
na literatura. 
 
4.4 PREPARO DE GÉIS DE USO TÓPICO 
 
 Géis com diferentes concentrações de perezona foram 
preparados. A formulação base de gel de natrosol foi determinada 
baseada em Ferreira (2010). A concentração de Natrosol® foi definida 
com o objetivo de obter a consistência desejada. 
 A composição qualitativa e quantitativa dos géis está descrita 
nos quadros 3 e 4. Para a preparação dos géis, o propilenoglicol foi 
adicionado a cerca de 80% da quantidade total de água. A esta solução 
foi adicionado o Natrosol®, ficando em repouso com agitação ocasional 
até a completa dispersão do polímero. As quantidades especificadas de 
perezona (g) foram dissolvidas em etanol e a solução resultante foi 
vertida sobre a dispersão de natrosol sob agitação até completa 
dissolução. A seguir, o volume foi completado com água. 
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Quadro 3 - Componentes utilizados no preparo dos géis. 
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 Os géis foram acondicionados em recipientes de vidro âmbar e 
conservados em geladeira até sua utilização. 
 Os géis foram observados visualmente, a fim de detectar 
alterações de cor, homogeneidade e viscosidade. 
 
4.5 DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE UM MÉTODO 
ANALÍTICO PARA QUANTIFICAÇÃO DE PEREZONA NO GEL 
 
 As análises por CLUE foram realizadas em cromatógrafo 
Waters Acquity UPLC Classe H, equipado com bomba quaternária, 
injetor automático e detector de arranjo de fotodiodo.  
Utilizou-se uma coluna Acquity UPLC® BEH C18 (50 mm x 
2,1 mm i.d., 1,7 µm) mantida a 40 ºC, com volume de injeção de 0,2 µL. 
A fase móvel constituiu um sistema gradiente de água acidificada com 
ácido fórmico 0,1% (pH: 3,0) (A) e acetonitrila (B) em um fluxo 
constante de 0,25 mL/min, nas seguintes condições:  0-3,5 minutos A-B 
(30:70 v/v); 3,5-4,5 minutos B (100%) e 4,5-5 minutos A-B (30:70 v/v). 
O cromatograma foi adquirido no comprimento de onda de 265 nm. 
O controle do sistema cromatográfico e processamento dos 
dados obtidos foi executado utilizando-se o software Empower 3 
(Waters®). 
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 O método analítico desenvolvido foi validado quanto aos 
parâmetros: linearidade, precisão e exatidão, limites de detecção (LD) e 
de quantificação (LQ) segundo os parâmetros definidos pela Resolução 
n˚ 899 da ANVISA. 
 
4.5.1 LINEARIDADE 
 
 Para avaliação da linearidade do método foram preparadas 
soluções em ordem decrescente de concentração de perezona em 
acetonitrila. Uma curva relacionando área do pico por concentração da 
solução foi construída. Foram utilizadas seis concentrações em triplicata.  
A partir dos resultados obtidos determinou-se a equação da reta 
e coeficiente de correlação das curvas analíticas utilizando software 
Microsoft Excel 2010 (Windows®). A relação entre a área (µV*seg) 
versus a concentração (µg/g) foi expressa matematicamente como uma 
reta de regressão tipo       . 
 
4.5.2 PRECISÃO E EXATIDÃO INTRA E INTER ENSAIO 
 
 A precisão intra-ensaio foi determinada com um número de 
repetições igual a 6. Já a precisão inter-ensaio foi avaliada através de 
análises em dois dias diferentes. A precisão intra e inter-ensaio foi 
calculada matematicamente pela fórmula: 
 
   ( )  
  
 
      
 
Onde: CV = coeficiente de variação 
           DP = desvio padrão das áreas 
           X = média aritmética das áreas 
 
 A exatidão foi determinada para três concentrações em triplicata 
e determinada pela equação: 
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  ( )  
  
  
      
 
Onde: E = exatidão 
          CE = concentração média experimental 
          CT = concentração teórica 
 
 
 
 
4.5.3 LIMITES DE DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO 
 
 O limite de detecção foi determinado utilizando-se soluções 
com concentrações conhecidas e decrescentes. E foi determinado pela 
equação: 
 
   
      
  
 
 
 O limite de quantificação foi determinado utilizando-se 
soluções em ordem decrescente de concentração. E foi de terminado pela 
equação: 
 
   
       
  
 
 
Onde: LD = limite de detecção 
          LQ = limite de quantificação 
          DPa = desvio padrão do intercepto com o eixo do Y de, no 
mínimo, 3 curvas de calibração construídas contendo concentrações do 
fármaco próximas ao suposto limite de quantificação 
         IC = inclinação da curva de calibração 
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4.6 DETERMINAÇÃO DA ESTABILIDADE QUÍMICA DA 
PEREZONA EM GEL ATRAVÉS DE UM MÉTODO DE 
QUANTIFICAÇÃO POR CLUE 
 
 Exatamente cerca de 2 g de gel foram diluídos em 4 g de água, 
sob agitação magnética, durante 30 min. A dispersão resultante é 
transferida para um funil de separação. Dois gramas de água são 
utilizados para lavar o frasco da diluição e transferidos para o funil de 
separação. A seguir, realizou-se uma extração líquido-líquido com 8 mL 
de hexano (8 vezes) como líquido extrator. As soluções orgânicas 
resultantes foram reunidas e a solução resultante foi então levada à 
secura e posteriormente retomada em acetonitrila para então ser injetada 
no cromatógrafo líquido de ultra eficiência. 
 A extração e posterior análise em CLUE foi realizada em dois 
géis (7 e 8) nos dias 0, 5, 10, 15, 20, 30 e 60, considerando como dia 
zero o dia em que os géis foram preparados. 
 
4.7 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA 
 
4.7.1 Animais e aprovação no comitê de ética 
 
 Foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem Balb/c com 
60 dias de vida, as quais foram mantidas em condições ambientais 
controladas: ciclo claro-escuro (12/12 horas), temperatura a 22 ± 2°C e 
foram alimentados com ração e água ad libitum. 
 O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação 
Animal da Universidade Federal de Santa Catarina 
(PP0847/CEUA/2013). 
 
4.7.2 Inoculação de L. amazonensis nos animais 
 
 Os animais foram tricotomizados na região do dorso e 
infectados por inoculação subcutânea com 1 x 10
5
 promastigotas de 
Leishmania amazonensis. 
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4.7.3 Ensaio in vivo piloto 
  
 Quarenta dias após a inoculação, as lesões foram medidas com 
auxílio de um paquímetro digital. Os animais foram divididos em 
grupos: 2 animais para receberem tratamento com o gel 1, 3 animais 
para receberem tratamento com o gel 2, 2 animais para o controle 
positivo e 2 animais para o controle negativo. 
 Para o tratamento, 20 µL do gel foi aplicado por via tópica 
sobre a lesão em intervalos de dois dias. Após a aplicação do gel os 
animais foram mantidos separados em caixa por 15 minutos. A cada 
semana o tamanho da lesão foi determinado. Como grupo controle 
positivo dois animais receberam 20 mg/kg de Sv V (Glucantime) por via 
subcutânea e como controle negativo dois animais receberam 20 µL do 
gel sem perezona. Após 20 dias de tratamento foi realizada a 
determinação do tamanho da lesão para verificar se houve regressão ou 
não da mesma, comparando a medida final com a medida inicial. 
 A fim de avaliar a carga parasitária do tecido após o tratamento 
e comparar entre os grupos, os animais foram sacrificados, as lesões 
foram removidas com um bisturi e foram preparadas lâminas para 
observação em microscópio. 
 
4.7.4 Segundo ensaio in vivo 
 
4.7.4.1 Avaliação in vivo 
 
 O tratamento foi iniciado aproximadamente quarenta dias após a 
inoculação e as lesões foram medidas com auxílio de um paquímetro 
digital. Os animais foram separados em quatro grupos de cinco animais 
e receberam os seguintes tratamentos: Glucantime (controle positivo), 
gel sem perezona (controle negativo), Gel 3 e Gel 4. O tratamento tópico 
foi administrado 10 vezes, uma vez a cada dois dias.  
No fim do tratamento as lesões foram medidas e comparadas 
com as lesões iniciais. Os animais foram sacrificados um dia após o 
término do tratamento. 
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4.7.4.2 Ensaio da diluição limitante 
 
 A diluição limitante é um método para a estipulação da 
quantidade de formas amastigotas de Leishmania na lesão. 
Após o tratamento, os animais foram sacrificados por 
deslocamento cervical e as lesões foram removidas com um bisturi, 
desinfectadas e homogeneizadas em 10 µL de PBS estéril. A seguir, 1 
mL de meio Schneider a soro bovino fetal 5% foi adicionado e 
homogeneizado durante 1 min. Depois, 250 µL de parasitas extraídos 
foram transferidos para um tubo contendo 750 µL de meio Schneider e 
diluídos serialmente em seis tubos. Todas as diluições foram adicionadas 
em uma placa de 96 poços em cinco replicatas colocadas em cultura. 
Uma diluição em série de uma cultura de formas promastigotas de 
Leishmania foi usada como controle negativo. Após dez dias, a presença 
de parasitas viáveis foi determinada utilizando um microscópio 
invertido. 
 
4.7.5 Terceiro ensaio in vivo 
 
4.7.5.1 Avaliação in vivo 
 
 O tratamento foi iniciado aproximadamente quarenta dias após a 
inoculação e as lesões foram medidas com auxílio de um paquímetro 
digital. Os animais foram separados em cinco grupos de cinco animais e 
receberam os seguintes tratamentos: Glucantime (controle positivo), gel 
sem perezona (controle negativo), Gel 5 e Gel 6 e Gel 5 + Glucantime. 
O tratamento tópico foi administrado 10 vezes, uma vez a cada dois dias.  
No fim do tratamento as lesões foram medidas e comparadas 
com as lesões iniciais. Os animais foram sacrificados um dia após o 
término do tratamento. 
 
4.7.5.2 Reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) 
 
Amostras de tecido retiradas das lesões de camundongos 
experimentalmente infectados com L. amazonensis foram submetidas à 
extração de DNA genômico com a utilização do kit ReliaPrep gDNA 
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Tissue Miniprep (Promega) e em seguida dosadas em espectrofotômetro 
(BioPhotometer, Eppendorf) para a determinação da qualidade e pureza 
do DNA extraído. Com a finalidade de detectar e quantificar os parasitos 
presentes nesses tecidos foram utilizados 10 pmol/µL dos iniciadores 
G6PD LLF: 5´(CCT GTT GCC TCC GGC TAC)3´ e G6PD LLR 
5´(GGC CAT GTA AGC ATC CTC AT)3´ dirigidos a região 
codificadora da enzima Glicose 6-Fosfato Desidrogenase (G6PD) 
presente no genoma do parasito. As reações foram realizadas utilizando 
o reagente GoTaq qPCR Master Mix (Promega), com 0,5 µM de cada 
iniciador e 10 ng do DNA molde em um volume final de 10 µL no 
aparelho ABI Prism 7900 HT SDS (Applied Biosystems). Um controle 
negativo sem DNA foi adicionado para cada conjunto de iniciadores em 
todas as placas. As condições térmicas foram de 95 ºC por 10minutos, 
seguido de 40 ciclos de 95 ºC por 15 s e 60 ºC por 1min. A etapa final 
foi incluída para a obtenção da curva de dissociação (95 ºC, 60 ºC e 95 
ºC por 15 s cada). 
Para a determinação do número de células hospedeiras presentes 
nos 10ng de DNA extraído das lesões, foram realizadas reações de 
qPCR nas mesmas condições descritas acima utilizando os iniciadores 
Mouse βactin F: 5´(AGG CCA ACC GTG AAA AGA TG) 3´ e Mouse 
βactin R: 5´(ATG AGA AGC TGG CCA AAG AGA) 3´ dirigidos ao 
gene de beta actina de Mus musculus. 
Visando a quantificação dos parasitos e das células hospedeiras 
curvas padrão foram estabelecidas com 7 diluições seriadas (1:10) de 
concentrações conhecidas de plasmídeos contendo o gene G6PD e beta 
actina de camundongo. 
 A quantidade de parasitos por célula foi determinada pela razão 
do número de parasitos/número de células de camundongos presentes 
nas amostras de DNA obtidos pela qPCR. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 OBTENÇÃO DO MATERIAL VEGETAL E EXTRATO 
 
 Como descrito no item 4.2.1, depois de seco o material vegetal 
foi moído e então pesado (706,501 g). 
 A obtenção do extrato hexânico a partir das raízes rendeu 8,051 
g. 
 Na análise cromatográfica por CCD do extrato hexânico foi 
possível observar, após revelação com anisaldeído sulfúrico, a presença 
de várias manchas, sendo que uma delas com o mesmo Rf (0,47) do 
padrão de perezona (Figura 6). 
 
Figura 6 - Cromatograma do extrato hexano (EH) de J. sellowii comparado com 
um padrão de perezona (P). Fase móvel: hexano:acetona 9:1 (v/v). Revelador: 
anisaldeído sulfúrico. 
 
Fonte: A autora. 
 
5.2 FRACIONAMENTO CROMATOGRÁFICO 
 
 O extrato hexânico foi submetido a um fracionamento por 
cromatografia líquida a vácuo (CLV), conforme item 4.2.2.1. Foram 
então obtidas 12 frações, nomeadas de JD19.1 a JD19.2. De acordo com 
o perfil cromatográfico comparado com um padrão, a fração JD19.2 foi 
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selecionado para fazer uma recristalização e a junção das frações JD19.3 
e JD19.4 foi selecionada para fazer uma nova cromatografia em coluna. 
 Com a realização da cromatografia em coluna da junção das 
frações JD19.3 e JD19.4 conforme o item 4.2.2.2, obtiveram-se 7 
subfrações, nomeadas de JD25.1 a JD25.7; destas, a fração JD25.3 foi 
selecionada para recristalização (Figura 7). 
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Figura 7 - Fluxograma com etapas do fracionamento cromatográfico do extrato 
hexânico das raízes de Jungia sellowii. 
 
 
5.3 RECRISTALIZAÇÃO DAS FRAÇÕES  
 
 Através do processo de recristalização, conforme o item 4.2.2.3, 
obtiveram-se cristais puros a partir das frações JD19.2 (Figura 8) e 
JD25.3. Os cristais tinham coloração alaranjada, eram parcialmente 
solúveis em hexano e solúveis em diclorometano e acetona e pesavam 
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respectivamente 2,278 g e 0,322 g. Ambos foram enviados para 
avaliação espectroscópica de RMN para elucidação estrutural. 
 
Figura 8 - Fração JD19.2 após processo de recristalização. 
 
Fonte: A autora. 
 
5.4 IDENTIFICAÇÃO ESTRUTURAL 
 
 O espectro de 
1
H RMN (400 MHz, CDCl3) da fração JD19.2 
(Figura 9) apresentou doze sinais de hidrogênio, sendo o hidrogênio em 
δ 7,05 (1H, sl) típico de grupamento hidroxila, dois hidrogênios em δ 
6,47-6,49 (1H, q) e 5,05-5,09 (1H, m) sendo o primeiro provavelmente 
cíclico e o segundo olefínico. Apresentou ainda os sinais de cadeia 
alifática em δ 3,02-3,08 (1H, m); 1,90-1,93 (1H, m); 1,85-1,88 (1H, m); 
1,55-1,60 (1H, m) e sinais referentes a metilas em δ 2,06 (3H, d, J = 
1,6); 1,64 (3H, d, J = 1,03); 1,53 (3H, sl); 1,20 (3H, d, J = 7,09) sendo as 
três primeiras sp
2
 e a última sp
3
. 
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Figura 9 - Espectro de RMN 
1
H (400 MHz, CDCl3) de JD19.2. 
 
 
 Enquanto no espectro de 
13
C RMN (400 MHz, CDCl3) (Figura 
10), observaram-se quinze sinais, sendo dois de carbonilas cetônicas em 
δ 187,3 e 184,3, quatro sinais de carbonos quaternários em δ 140,5; 
150,9; 131,4 e 124,5, três sinais de carbono do tipo metino em δ 135,8; 
29,2 e 124,4, dois sinais de carbono do tipo metileno em δ 26,6 e 34,0, 
além de quatro sinais de carbonos metílicos em δ25,6; 18,2; 17,6 e 14,7. 
Sendo os sinais em δ 187,3; 184,3; 140,5; 150,9; 131,4 e 124,5 
característicos de benzoquinona (JOLAD et al., 1988). 
 
Figura 10 - Espectro de RMN 
13
C (400 MHz, CDCl3) de JD19.2. 
 
 
Os dados descritos foram comparados com a literatura (tabela 1) 
e concluiu-se que tratava-se da perezona (1). 
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Os dados de 
1
H RMN e 
13
C RMN também foram obtidos para a 
fração JD25.3 e comparados com dados da literatura e concluiu-se que 
tratava-se da mesma estrutura de JD19.2. 
 
Tabela 1 - Dados de 1H RMN e 13C RMN de JD19.2 (400MHz, CDCl3) 
comparados com dados descritos na literatura de perezona (LOZADA, et al., 
2012). 
Posição 
JD19.2 
(1) 
(LOZADA et al., 2012) 
(1) 
δ 1H   
mult. (J Hz) 
δ 13C δ 1H   
mult. (J Hz) 
δ 13C 
1 - 187,3 - 187,4 
2 - 124,5 - 124,6 
3 OH 7,05 (sl) 150,9 OH 7,05 (sl) 151,0 
4 - 184,3 - 184,3 
5 - 140,5 - 140,6 
6 6,47-6,49 (q) 135,8 6,48 (q, J = 0,9) 135,9 
7 2,06 (d, J = 1,6) 14,7 2,05 (d, J = 1,2) 15,11 
8 3,02-3,08 (m) 29,2 3,00-3,01 (m) 29,6 
9 1,20 (d, J = 7,09) 18,2 1,19 (d, J = 5,4) 18,6 
10 1,90-1,93 (m) 
1,85-1,88 (m) 
26,6 1,75-1,93 (m) 27,0 
11 1,77-1,84 (m) 
1,55-1,60 (m) 
34,0 1,54-1,60 (m) 34,4 
12 5,05-5,09 (m) 124,4 5,06 (tt, J = 5,09; 
0,9) 
124,7 
13 - 131,4 - 131,6 
14 1,53 (sl) 17,6 1,53 (s) 18,0 
15 1,64 (d, J = 1,03) 25,6 1,64 (d, J = 1,4) 26,1 
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 (1) 
 
5.5 PREPARO DOS GÉIS 
 
 A forma farmacêutica escolhida foi o gel, pois os polímeros 
gelificantes favorecem a formação de filme, proporcionando um tempo 
maior de contato entre os ativos e o local de aplicação, além de ser uma 
formulação simples quanto ao desenvolvimento farmacotécnico. O 
polímero escolhido foi o Natrosol®, que apresenta caráter não iônico, é 
solúvel em água quente ou fria e tem como característica a formação de 
filme não oclusivo, permitindo assim a transpiração cutânea. (CORREA, 
2005; VILLANOVA et al., 2010; BENSON; WATKINSON, 2012). 
 Os géis foram preparados conforme descrito no item 4.4.1. Os 
géis 1 e 2 foram preparados para o ensaio in vivo piloto, os géis 3 e 4 
para o segundo ensaio in vivo e os géis 5 e 6 para o terceiro ensaio in 
vivo, os géis 7 e 8 foram utilizados para a avaliação da estabilidade 
química da perezona ao longo de 60 dias, enquanto os géis 9 e 10 foram 
utilizados para o quarto ensaio in vivo. 
 
5.6 DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE UM MÉTODO 
ANALÍTICO 
  
 O método analítico foi desenvolvido para quantificação da 
perezona. 
 Considerando as características da substância selecionaram-se 
os solventes (água acidificada e acetonitrila). Foram então testadas 
diferentes proporções dos solventes da fase móvel e diferentes volumes 
de injeção até que se chegou a um método adequado representado na 
figura 11. 
O
O
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Figura 11 - Cromatograma de amostra de perezona solubilizada em acetonitrila 
injetada nas condições descritas no item 4.5, com fase móvel acetonitrila e água 
(acidificada com 0,1% de ácido fórmico v/v), fluxo 0,25 mL/min; volume de 
injeção 0,2 µL, λ 265 nm. 
 
 
5.6.1 Linearidade 
 
 A linearidade é a habilidade de um método de demonstrar que 
os resultados obtidos são diretamente proporcionais à concentração do 
analito em um dado intervalo de variação (BRASIL, 2003).  
A linearidade foi verificada através da curva de calibração a 
partir da análise de regressão linear dos valores de concentração da 
solução de perezona em acetonitrila (5, 10, 20, 50, 70, 100 e 150 µg/g) e 
leitura das áreas obtidas (Figura 10). A curva de calibração é 
representada pela equação y = 22168x + 2389,5, com coeficiente de 
correlação de 0,9999, ficando dentro dos parâmetros preconizados pela 
RE 866 da ANVISA, onde o coeficiente de relação deve ser no mínimo 
igual a 0,99. 
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Figura 12 - Curva de calibração da perezona (Área x Concentração em µg/g). 
/ 
 
5.6.2 Precisão e exatidão intra e inter ensaio 
 
 A precisão de um método analítico é definida como o grau de 
concordância, ou medida dos erros aleatórios, obtido a partir de medidas 
independentes de amostragens múltiplas de uma amostra homogênea, 
sob as condições analíticas estabelecidas (CASSIANO et al., 2009; 
RAMBLA-ALEGRE; ESTEVE-ROMERO; CARDA-BROCH, 2012).  
A análise de precisão intra ensaio foi mensurada a partir de seis 
determinações de soluções independentes de perezona, preparadas em 
um único dia. Enquanto a precisão inter ensaio foi mensurada a partir de 
análises em dias diferentes. 
Os resultados da determinação da precisão estão representados 
na tabela 2. Verificou-se que o método apresentou boa precisão intra e 
inter ensaio, visto que os DP foram menores que 5%. 
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Tabela 2 - Parâmetros de precisão intra e inter ensaio da perezona, segundo as 
condições experimentais estabelecidas. 
Concentração 100 µg/g Concentração calculada 
Número de análises Dia 1 Dia 2 
1 100,63 99,50 
2 98,62 100,03 
3 100,91 101,65 
4 99,55 101,20 
5 98,68 99,01 
6 101,32 100,59 
Média 99,95 100,33 
Desvio Padrão 1,17 1,01 
Coeficiente de variação 1,17 1,00 
 
 A exatidão é definida como o grau de concordância entre o 
valor obtido pelo método analítico e o valor nominal, aceito como 
referência (ICH, 2003; ROZET et al., 2007). 
 Os resultados da determinação da exatidão estão representados 
na tabela 3. 
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Tabela 3 - Parâmetro de exatidão da perezona, segundo condições 
experimentais estabelecidas. 
 Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 
Concentração 
teórica (µg/g) 
80 100 120 
Concentração 
média 
calculada 
(µg/g) 
79,39 100,21 119,18 
Exatidão (%) 99,23 100,21 99,31 
 
5.6.3 Limites de detecção e quantificação 
 
 Limite de quantificação é a menor quantidade do analito em 
uma amostra que pode ser determinado com precisão e exatidão 
aceitáveis. Limite de detecção é a menor quantidade do analito em uma 
amostra que pode ser detectado, porém não necessariamente 
quantificado, sob as condições experimentais estabelecidas (BRASIL, 
2003; RIBANI et al., 2004; ICH, 2005). 
 Os limites de detecção e quantificação, segundo as condições 
cromatográficas desenvolvidas, foram respectivamente 0,014 µg/g e 
0,047 µg/g. 
 
5.7 DETERMINAÇÃO DA ESTABILIDADE QUÍMICA DA 
PEREZONA EM GEL 
 
 A fim de garantir que havia estabilidade química da perezona 
nos géis desde o início até o fim do tratamento nos ensaios in vivo, 
realizou-se uma quantificação da substância em dois géis ao longo de 
sessenta dias. 
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 Como o gel não poderia ser diretamente injetado na coluna 
cromatográfica devido a sua composição, realizaram-se extrações para 
que então as amostras fossem injetadas no cromatógrafo. 
 As quantificações foram realizadas nos dias zero, 5, 10, 15, 20, 
30 e 60, em triplicata para cada um dos géis, as concentrações médias 
calculadas estão representadas na tabela 4. Pode-se observar que há 
estabilidade química da substância ao longo do período avaliado, pois 
não houve uma variação significativa da concentração de perezona no 
gel ao longo dos sessenta dias. 
 
Tabela 4 - Quantificação da perezona ao longo de 60 dias. 
Dia Gel 7 Gel 8 
 Concentração média calculada (µg/g) 
0 55,01 53,26 
 5 52,54 54,18 
10 53,30 52,97 
15 55,84 55,06 
20 54,89 53,20 
30 54,00 51,97 
60 52,78 54,08 
DP 1,24 0,99 
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5.8 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA 
 
 O estudo in vivo seguiu metodologia estabelecida no trabalho de 
Mattos (2015), utilizando camundongos fêmeas da linhagem Balb/c, 
inoculados com L. amazonensis em dorso com o desenvolvimento de 
lesões ulceradas a serem tratadas. A partir da inoculação de um número 
pré-definido de parasitos (10
5
), as lesões foram avaliadas ao longo do 
tratamento observando-se o desenvolvimento das lesões em milímetros. 
O desenvolvimento das lesões causadas pela inoculação de L. 
amazonensis deu-se conforme descrito na literatura. Inicialmente 
verificou-se uma pápula de coloração avermelhada no sítio de inóculo, 
no dorso, progredindo para a formação de um nódulo que evolui 
gradativamente, culminando com o surgimento de uma úlcera bem 
circunscrita e de bordos abaulados. Na análise histológica, há um 
aumento progressivo no infiltrado inflamatório e, na quinta semana este 
é caracterizado por polimorfonucleares e numerosos macrófagos 
(OLIVEIRA, 2005; SCHWARTZ et al., 2014). 
  
5.8.1 ENSAIO IN VIVO PILOTO 
 
 O ensaio piloto, realizado com os géis 1 e 2, foi feito com um 
pequeno número de animais com o objetivo de avaliar se seria promissor 
prosseguir a pesquisa. 
 O início do tratamento ocorreu aproximadamente 40 dias após a 
inoculação de L. amazonensis nos animais. Os animais foram tratados 
ao longo de 20 dias, durante os quais o tamanho e o aspecto das lesões 
foi observado. O grupo que foi tratado com Glucantime (controle 
positivo) teve uma diminuição no tamanho das lesões de 14,7%, o grupo 
que foi tratado com o gel sem perezona (controle negativo) teve um 
aumento de 16,38%, enquanto os animais tratados com o gel 1 (0,00006 
μg/μL) tiveram um aumento de 31,48% no tamanho das lesões 
observando-se assim que o gel não foi efetivo, já o gel 2 (0,0012 μg/μL) 
apresentou um aumento de 7,5% no tamanho das lesões. Ainda que o 
tamanho das lesões não tenha diminuído, não houve um aumento tão 
significativo quanto o controle negativo e além disso, pelo aspecto pode-
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se observar que as lesões estavam mais cicatrizadas do que as lesões dos 
animais tratados com o controle negativo e com o gel 2 (Figuras 13 e 
14). 
 Considerando os resultados obtidos, decidiu-se prosseguir o 
estudo e fazer um experimento com um número de animais maior, 
possibilitando fazer análise estatística e quantificação da carga 
parasitária. 
 
 
Figura 13 - Progressão do tamanho da lesão de camundongos Balb/c infectados 
com L. amazonensis tratados com gel 1 (0,00006 μg/μL), gel 2 (0,0012 μg/μL), 
CN (Controle negativo: gel sem perezona) e CP (controle positivo: 
Glucantime). 
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Figura 14 - Imagens das lesões no primeiro e no último dia de tratamento em 
camundongos Balb/c infectados por L. amazonensis. Onde: 1 – controle 
negativo (gel sem perezona), 2 – controle positivo (glucantime), 3 – gel 1, 4 – 
gel 2. 
 
 
 
5.8.2 SEGUNDO ENSAIO IN VIVO 
 
 O início do tratamento ocorreu aproximadamente 40 dias após a 
inoculação de L. amazonensis nos animais. Os animais foram tratados 
com os géis 3 e 4 ao longo de 20 dias, durante os quais o tamanho e o 
aspecto das lesões foi observado. O grupo tratado com Glucantime 
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(controle positivo) teve uma diminuição no tamanho das lesões de 
16,79%, os animais que foram tratados com o gel sem perezona 
(controle negativo) tiveram um aumento de 12,09%, enquanto os 
animais tratados com o gel 3 (0,001 μg/μL) tiveram uma diminuição de 
5,35%, já o grupo tratado com o gel 4 (0,005 μg/μL) apresentou um 
aumento de 11,86%. Pode-se observar assim que o gel 3 mostrou algum 
efeito reduzindo moderadamente o tamanho das lesões. Já o gel 4 
apresentou um aumento no tamanho das lesões. Apesar do gel 4 
apresentar uma concentração maior de perezona, provavelmente tal 
aumento ocorreu devido a uma precipitação da substância que foi 
observada no gel ao longo dos dias de tratamento talvez por uma 
saturação da quantidade de perezona no gel (Figuras 15 e 16). 
Após o tratamento os animais foram sacrificados e as lesões 
foram removidas para realização do método de diluição limitante para 
quantificação da carga parasitária conforme item 4.8.4.2. Mas não foi 
possível utilizar os resultados obtidos com a quantificação dos parasitas, 
pois todas as diluições apresentaram os poços positivos na leitura 
realizada uma semana após o plaqueamento, o que impossibilitou a 
análise dos dados. 
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Figura 15 - Progressão do tamanho da lesão de camundongos Balb/c infectados 
com L. amazonensis tratados com o gel 3 (0,001 μg/μL), gel 4 (0,005 μg/μL), 
CN (controle negativo: gel sem perezona) e CP (controle positivo: Glucantime). 
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Figura 16 - Imagens das lesões no primeiro e no último dia de tratamento em 
camundongos Balb/c  infectados por L. amazonensis. Onde: 1 – controle 
negativo (gel sem perezona), 2 – controle positivo (glucantime), 3 – gel 3, 4 – 
gel 4. 
 
 
 
 Considerando-se o exposto acima um novo experimento foi 
planejado onde o método da diluição limitante foi substituído pelo 
método de qPCR, que é um método mais sensível do que o método da 
diluição limitante para a quantificação da carga parasitária. 
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5.8.3 TERCEIRO ENSAIO IN VIVO 
 
 O início do tratamento ocorreu aproximadamente 40 dias após a 
inoculação de L. amazonensis nos animais. Os animais foram tratados 
com os géis 5 e 6. Nesse experimento acrescentou-se um grupo a mais, 
onde fez-se o tratamento com o gel 5 + glucantime. 
O tratamento não pode ser finalizado, pois alguns animais 
morreram durante o tratamento. Os animais que morreram foram todos 
os tratados apenas com o gel 5, quando estavam na segunda semana de 
tratamento e quatro tratados com o gel 6, na última semana de 
tratamento. A morte dos animais não pode ser atribuída aos géis 
considerando-se que alguns dos animais tratados com gel sobreviveram 
até o fim do tratamento. Uma possível causa seria stress de manipulação, 
que pode ocorrer em animais de linhagem pura (ANDRADE, PINTO, 
OLIVEIRA, 2002; PAIVA; MAFFILI, SANTOS, 2005).  
 
5.8.4 QUARTO ENSAIO IN VIVO 
 
O início do tratamento ocorreu aproximadamente 40 dias após a 
inoculação de L. amazonensis nos animais. Os animais foram tratados 
com os géis 9, 10 e 9 + Glucantime ao longo de 20 dias, durante os 
quais o tamanho e o aspecto das lesões foi observado. O grupo tratado 
com Glucantime (controle positivo) teve um aumento de 26,6%, o grupo 
tratado com gel sem perezona teve um aumento de 57,2%, o grupo 
tratado com o gel 9 teve um aumento de 49,7%, já o gel 10 mostrou um 
aumento de 28%, enquanto o grupo tratado com o gel 9 + Glucantime 
teve um aumento de 17,4%. 
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Figura 17 - Progressão do tamanho da lesão de camundongos Balb/c infectados 
com L. amazonensis tratados com o gel 9 (0,001 μg/μL), gel 4 (0,0025 μg/μL), 
gel 9 + Glucantime, CN (controle negativo: gel sem perezona) e CP (controle 
positivo: Glucantime). 
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Figura 18 - Imagens das lesões no primeiro e no último dia de tratamento em 
camundongos Balb/c  infectados por L. amazonensis. Onde: 1 – controle 
negativo (gel sem perezona), 2 – controle positivo (glucantime), 3 – gel 9, 4 – 
gel 10, 5 - gel 9 + glucantime. 
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Figura 19 - Gráfico representando a quantificação da carga parasitária do quarto 
experimento através do método de qPCR. 
 
 Na quantificação da carga parasitária (Figura 19) pode-se 
observar que os grupos que mostraram menor carga parasitária foram os 
grupos tratados com o gel 9 e com o gel 9 + Glucantime. Diferente do 
que era esperado o grupo tratado com Glucantime (controle positivo) 
apresentou carga parasitária maior do que os grupos tratados com os 
géis. Isso provavelmente ocorreu devido a cepa de L. amazonensis 
utilizada ser resistente ao Glucantime. Devido a isso, novos 
experimentos serão realizados utilizando-se anfotericina B a fim de obter 
resultados mais conclusivos. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 Os tratamentos disponíveis para leishmaniose cutânea 
apresentam elevada toxicidade, limitada eficácia, longo prazo e muitos 
efeitos colaterais, sendo que na maioria dos casos exige tratamento por 
via parenteral (GIL et al., 2007; SINGH, 2012; COMANDOLLI-
WYREPKOWSKI et al., 2017). 
O trabalho teve como premissa o fato de a perezona ter 
mostrado anteriormente atividade in vitro contra L. amazonensis e assim 
com perspectiva de se tornar uma substância utilizada no tratamento da 
leishmaniose cutânea, juntamente com o objetivo de incorporá-la em 
uma forma farmacêutica de aplicação tópica que tem como vantagens 
evitar o metabolismo de primeira passagem, reduzindo a toxicidade, e 
melhorar a adesão do paciente à terapêutica devido à facilidade de 
aplicação. (PROKSCH et al., 2008; GONZALEZ et al., 2009; 
BENSON; WATKINSON, 2012). 
 A forma farmacêutica semissólida escolhida foi o gel de 
natrosol, por ser esta uma formulação simples quanto ao 
desenvolvimento farmacotécnico e favorecer a formação de filme, 
proporcionando um tempo maior de contato entre os ativos e o local de 
aplicação. A eficácia de um tratamento tópico contra leishmaniose 
cutânea depende de dois fatores: da atividade leishmanicida intrínseca 
do composto e da quantidade de composto disponível a alcançar a 
derme, a camada mais profunda da pele onde os macrófagos infectados 
se encontram (GARNIER; CROFT, 2002; CORREA, 2005; 
WIECHERS et al., 2012). 
 A pesquisa de alterações na estrutura da formulação, as quais 
nem sempre são perceptíveis visualmente é importante. Pode-se fazer 
uma análise a fim de identificar problemas de estabilidade do composto 
ativo através de técnicas analíticas como, por exemplo, a cromatografia. 
A fim de avaliar se a perezona tinha estabilidade química no gel 
mantendo assim sua concentração ao longo de todo o tratamento 
validou-se um método em CLUE para a sua quantificação ao longo de 
60 dias. Utilizando o método validado observou-se que houve uma 
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estabilidade química da substância ao longo do período avaliado 
(ANVISA, 2004). 
 A avaliação da atividade leishmanicida in vivo, realizada em 
camundongos Balb/c em modelo de dorso, foi realizada primeiramente 
em um estudo piloto com pequeno número de animais a fim de observar 
se seria adequado continuar o estudo e fazer um experimento maior. 
Com os resultados obtidos decidiu-se realizar um experimento com um 
maior número de animais, entretanto, na etapa de quantificação da carga 
parasitária pelo método de diluição limitante não foi possível realizar a 
quantificação da carga parasitária, pois por ser um método pouco 
sensível, todos os poços apresentaram a mesma carga parasitária. 
Considerando-se isto, realizou-se um novo experimento, onde na etapa 
de quantificação da carga parasitária substituiu-se o método da diluição 
limitante pelo método de qPCR, que é um método bastante sensível e 
com alta reprodutibilidade (GONTIJO e CARVALHO, 2003).  
Nesse novo experimento (terceiro), acrescentou-se um novo 
grupo de animais, onde o tratamento foi realizado com gel de perezona 
+ glucantime, pois apesar de o tratamento local como monoterapia ser 
limitado apenas às formas menos severas de leishmaniose cutânea, as 
quais não tenham risco de complicações que requeiram uma terapia 
sistêmica, a aplicação de uma terapia local efetiva em combinação com 
um tratamento sistêmico poderia também ser útil para acelerar a 
melhora das lesões em formas mais severas (GARNIER e CROFT, 
2002). Entretanto, antes de chegar ao fim do tratamento alguns animais 
morreram, não tendo sido determinada com certeza a causa da morte e 
não podendo atribui-las aos géis, pois alguns animais que receberam 
tratamento com gel não morreram. Com a morte dos animais não foi 
possível concluir o experimento. Por este motivo planejou-se um novo 
experimento. 
O quarto experimento foi realizado exatamente da mesma 
maneira que o terceiro, podendo-se observar que o gel de perezona 
mostrou atividade leishmanicida sendo que o gel 9 + Glucantime foi o 
grupo que apresentou o melhor resultado. 
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7 CONCLUSÕES 
 
- A partir do extrato hexânico (8,051 g) das raízes de Jungia sellowii 
Less. (Asteraceae) foi realizado o isolamento (2,6 g) e identificação da 
perezona. 
 
- A perezona foi incorporada em diferentes concentrações em geis de 
natrosol de uso tópico. A consistência do gel se mostrou adequada para a 
permanência sobre a lesão. 
 
- Desenvolveu-se um método analítico por CLUE para quantificação da 
perezona em gel. Os ensaios de validação do método apresentaram 
resultados apropriados, sendo considerado linear, preciso e exato, com 
LD e LQ de 0,014 µg/g e 0,047 µg/g respectivamente. 
 
- Após a quantificação da perezona em gel ao longo de 60 dias, 
observando-se que não houve uma variação considerável da 
concentração ao longo do tempo, mostrando assim estabilidade química 
da substância no gel. 
 
- Para a avaliação da atividade leishmanicida in vivo dos geis em modelo 
em dorso em camundongos Balb/c foram realizados no total quatro 
experimentos. Com tais experimentos concluiu-se que a perezona 
incorporada em gel apresenta atividade leishmanicida, sendo que o gel 
que apresentou melhor resultado foi o de concentração 0,0010 µg/µL 
associado ao Glucantime. Mas devido ao resultado inesperado do grupo 
tratado apenas com glucantime novos experimentos estão sendo 
realizados para posterior publicação dos resultados. 
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